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EP 1426445 A NOVELTY - Production of flavonoid esters and derivatives by preparing a reaction mixture comprising an organic solvent, a flavonoid 
(glycosylated or aglycone), an acyl donor and an enzyme, adding further amounts of flavonoid and/or acyl donor and removing the enzyme and solvent 
comprises keeping the water and/or alcohol formed in the reaction at a concentration below 1 50 mM. 
USE - The flavonoid esters are useful in food, cosmetic and pharmaceutical products. 
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Technology Abstract TECHNOLOGY FOCUS 

ORGANIC CHEMISTRY- Preferred Process: 
The water and/or alcohol concentration of kept 
below 100 mM. The molar ratio of flavonoid to 
acyl donor is 0.02' 1 0. Further amounts of 
enzyme can also be added. The reaction is 
effected at 20-100 degrees C and 10-1000 
mbar. The flavonoid esters are fractionated by 
precipitation or chromatography. The water 
and/or alcohol is removed by means of a 
molecular sieve or by pcrvaporation. 
Preferred Flavonoid: This is a chalcone, 
flavone, flavonol.flavanone. anthocyanin, 
flavanol, coumarin. isqflavone or xanthone. 
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Preferred Acyl Donor: This is an optionally 
substituted CI -22 aliphatic mono- or 
dicarboxylic acid, an araliphatic acid or dimer 
thereof, or an optionally substituted cinnamic 
or benzoic acid. 

Preferred Solvent: This is an alcohol, ketone, 
glycol, dioxane, acetonitrile or aliphatic 
hydrocarbon. 

BIOTECHNOLOGY- The enzyme is preferably 
an immobilized protease or lipase. 
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(54) Herstellung von Flavonoidderivaten 

(57) Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur enzyma- 
tischen Synthese von Flavonoidestern und - derivaten, 
bei dem man 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein or- 
ganisches Losungsmittel, ein glycosyliertes Flavo- 
noid Oder Aglyconflavonoid, einen Acylgruppendo- 
nor und einen enzymatischen Katalysator, 

b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavo- 
noid und/oder Acyldonor zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzy- 



matische Partikel und das Losungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wah- 
rend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol 
so gesteuert wird, dass sie unter 1 50 mM gehalten wird. 
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Beschreibung 



Gebiet der Erfindung 

[0001] Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Phyto- und Biochemie und betrifft ein Verfahren zur enzyma- 
tischen Herstellung von Flavonoidderivaten, die im Lebensmittelbereich, sowie in der Kosmetik und in pharmazeutt- 
schen Zubereitungen eingesetzt werden. 



Stand der Technik 



[0002] Die biologischen Wirkungen der Flavonoide sind seit vielen Jahren gut bekannt. Indem sie verschiedene 
oxidierende Spezies abfangen, verhindern sie eine oxidative Schadigung von Biomolekulen wie DNA, L.p.den und 
Proteinen In Antioxidans-Assays sind einige Flavonoide wirksamer als die Vitamine C und E. Neben dieser Hauptei- 
qenschaft wurden mehrere weitere biologische Wirkungen aufgezeigt, einschlieftlich der Inhibierung der Wirkung von 
Enzymen und der Proliferation von Tierzellen, Viren und Bakterien. Weiterhin haben sie eine Wirkung auf das 
Gefalisystem und eine starke antioxidative Kapazitat. 

[0003] Wegen ihrer hautschutzenden und -reinigenden Eigenschaften und ihrer Wirkungen gegen Altern, gegen 
Hautverfarbungen und auf das Aussehen der Haut wurden Flavonoide auch als Bestandteile von kosmetischen bzw. 
dermopharmazeutischen Zusammensetzungen. Weiterhin wirken sie auf die mechanischen Eigenschaften des Haars. 
[0004] Die Antioxidationseigenschaften der Flavonoide hangen von der Molekulstruktur ab. Untersuchungen zur 
Struktur-Wirkungs-Beziehung haben gezeigt, dass die antioxidative Wirkung auf einer ortho-Hydroxylierung am Ring 
B des Molekuls, der Anzahl freier Hydroxylgruppen, dem Vorhandensein einer Doppelbindung zwischen Kohlenstoff 
2 und 3 im Ring C und dem Vorhandensein einer Hydroxylgruppe an Kohlenstoff 3 (Abbildung I ) beruht. 




(I) 



[0005] Die Verwendung dieser Molekule wird prinzipiell einerseits durch eine sehr geringe Loslichkeit in wa&ngen 
wie auch organischen Medien und andererseits durch eine geringe Stabilitat eingeschrankt. Flavonoide werden durch 
Licht, Sauerstoff bzw. Oxidationsmittel und Temperaturerhohungen abgebaut. Diese Einschrankungen verhindern ih- 
ren wirksamen Einsatz in Lebensmitteln und kosmetischen und pharmazeutischen Zusammensetzungen. 
[0006] Zur Behebung dieses Stabilitatsproblems gibt es verschiedene gut bekannte Strategies eine Einkapselung 
Oder eine Formulierung mit Antioxidationsmitteln. Keine dieser Losungen ist jedoch vollstandig zufriedenstellend, und 
es besteht weiterhin ein Bedarf an neuen glycosylierten Flavonoiden und Aglyconflavonoiden mit erhohter Stabilitat. 
[0007] Zur Verbesserung der Eigenschaften dieser Molekule wurden enzymatische und chemische Modifikationen 
vorgeschlagen. So wird in den Patentschriften JP55157580 und JP58131911 die Acylierung von Quercetin mit Fett- 
saurechloriden in Dioxan in Gegenwart von Pyridin erwahnt. In diesen Patenten wird die Acylierung jedoch in Gegen- 
wart toxischer Losungsmittel durchgefuhrt. Die Substratumwandlungsraten sind niedrig. Die Acylierung von Flavon, 
Flavonol und Flavanon auf gleiche Weise wurde in den Coletica-Patenten FR 2778663 (US6235294) beschneben. 
Diese Umsetzung wurde chemisch in Gegenwart eines Fettsaurechlorids oder -anhydrids durchgefuhrt. Die Durchfuh- 
rung dieser Reaktionen erfordert die Verwendung der aktivierten Fettsauren und toxischer Losungsmittel (Pyridin, 
Chloroform und Toluol). Weiterhin wurden hohe Temperaturen (100°C) verwendet, und die Substratumwandlungsraten 
waren gering (etwa 10 bis 60%). AuBerdem sind diese Reaktionen nicht selektiv, was zu polyacylierten Produkten 
fuhrt Im Patent WO 099660 wird die chemische Acylierung von Flavonoiden (Quercetin, Galangin, (+)-Catechin) durch 
Fettsauren (Laurylsaure, Buttersaure, Essigsaure...) und einen anschlielienden enzymatischen Hydrolyseschritt durch 
eine Lipase von Mucor miehei erwahnt. Diese Erfindung weist die gleichen Nachteile wie das Patent FR2778663 
(US6235294) auf. Nach der zunachst durchgefuhrten AcyJierungsreaktion sind die gebildeten Produkte polyacyliert. 
Sind Monoester gewunscht, so ist in einem zweiten Schritt eine enzymatische Hydrolyse erforderlich, die nach dem 
Entfernen der Losungsmittel der ersten Umsetzung zur Vermeidung einer Desaktivierung des Enzyms durchgefuhrt 
wird Flavonoidmodifikationen wurden auch im Patent EP0618203 beschrieben, in dem die Acylierung von (+/-)-Cate- 
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chin durch Essigsaureethylester und Propionsaureethylester und die Acylierung von Epigallocatechin durch Propi- 
onsaure- und Buttersaurephenylester erwahnt werden. Zur Durchfuhrung dieser Reaktion benotigt man ein teures 
Enzym (die Carboxylase von Streptomyces rochei), und die Umwandlungsraten der beiden Substrate ist sehr niedrig 
(weniger als 1% des Acyldonors). Schliefilich wird im Henkel/Cognis-Patent WO 0179245 eine enzymatische Acylie- 

5 rung von Flavonoiden (Naringin, Rutin, Asparatin, Orientin, Quercetin, Kampferol, cis-Orientin, Isoquercitrin) durch 
verschiedene Sauren (p-Chlorphenylessigsaure, Stearinsaure, 12-Hydroxystearinsaure, Palmitinsaure, Laurinsaure, 
Caprinsaure, 4-Hydroxyphenylessigsaure, 5-Phenylvaleriansaure, Cumarsaure, Olsaure, Linolsaure) beschrieben. In 
diesem Patent wird ein Verfahren beschrieben, bei dem eine hohe Konzentration an Candida antarctica (40 g/l) und, 
bezogen auf die Flavonoide, ein UberschuB an Acyldonor verwendet wird. Die Umwandlungsrate der Substrate ist 

10 niedrig (10 bis 20%). 

[0008] Alle oben beschriebenen Arbeiten sind durch niedrige Ausbeuten gekennzeichnet. Daruber hinaus werden 
bei den chemischen Modifikationen toxische Losungsmittel verwendet. die Reaktionen sind unspezifisch, was zu Pro- 
duktmischungen fuhrt, und die beschriebenen enzymatischen Reaktionen sind auf glycosylierte Flavonoide be- 
schrankt. Die im Stand der Technik erwahnten niedrigen Umwandlungsausbeuten beruhen auf der Tatsache, dass die 
15 eingesetzten Verfahren nicht an Reaktionen mit wenig loslichen Substraten angepalit sind und durch das wahrend der 
Umsetzung entstehende Wasser in drastischer Weise beeintrachtigt werden. 

Beschreibung der Erfindung 

20 [0009] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern und -derivaten, 
bei dem man 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein organisches Losungsmittel, ein glycosyliertes Flavonoid Oder 
Aglyconflavonoid, einen Acylgruppendonor und einen enzymatischen Katalysator, 
25 b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder Acyldonor zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das Losungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol so 

gesteuert wird, dass sie unter 150 mM gehalten wird. 
30 [0010] Die vorliegende Erfindung - ein Verfahren zur selektiven Acylierung von glycosylierten Flavonoiden und Agly- 

conflavonoiden - fuhrt zur Verbesserung der Flavonoidderivate bezuglich ihrer Stabilitat und Loslichkeit in verschiede- 

nen Zubereitungen, wobei ihre antioxidativen Eigenschaften erhalten bleiben bzw. verbessert werden. Ein weiterer 

besonderer Vorteil, der durch diese modifizierten Flavonoide erzielt wird, ist, dass bifunktionelle Molekule mit hoherer 

biologischer Wirksamkeit gebildet werden. 
35 [0011] Verglichen mit den aus dem Stand der Technik bekannten Methoden lafit sich mit diesem Verfahren eine 

deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Flavonoidestern, die Umwandlungsausbeuten (so- 
- wohl fur die Flavonoide als auch den ursprunglich vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erzielen, 

wahrend die komplizierten, aufwendigen Aufreinigungs-operationen nach der Synthese reduziert werden. 

[0012] Bei diesem Verfahren kommt eine Enzymtechnologie unter milden Temperatur- und Druckbedingungen zum 
40 Einsatz, ohne dass dabei irgendwelche gefahrlichen Losungsmittel verwendet werden, wobei die Flavonoidester durch 

direkte Veresterung Oder Umestern gemali den folgenden Reaktionsschemata gebildet werden: 

Flavonoid + RCOOH -» Flavonoid-OCOR + H 2 0 

45 

Flavonoid + RCOOR' Flavonoid-OCOR + R'OH 

wobei R' fur eine C1-C4-Alkylgruppe, vorzugsweise eine C1-C2-Alkylgruppe, steht. 
so [001 3] Dieses Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass zunachst das Reaktionsmedium entwassert wird, urn vor 
Beginn der Reaktion vorhandenes Wasser zu entfernen, und das bzw. der wahrend der Reaktion gebildete Wasser 
bzw. Alkohol on-line entfernt wird. Wasser und/oder Alkohol werden auf Konzentrationen gehalten, die fur die verwen- 
deten Losungsmittel und Substrate geeignet sind, vorzugsweise auf Konzentrationen von unter 150 mM, besonders 
bevorzugt unter 100 mM. 

55 [0014] Das Verfahren eignet sich fur eine Vieizahl von Aglyconflavonoiden und glycosylierten Flavonoiden, und die 
mit diesem milden enzymatischen Verfahren erzielten Umwandlungsausbeuten liegen uber den bislang erhaltenen: 
im Bereich von 50 bis 99%. 

[0015] Die enzymatische Synthese wird unter milderen Bedingungen als die chemischen Synthesen durchgefuhrt, 
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wobei der Einsatz von toxischen Losungsmitteln wie Pyridin, Benzol und THF, hone Temperaturen und das Anfallen 
von Nebenprodukten wie Salzen oder Flavonoid-Abbauprodukten. die zusatzliche Reinigungsschntte erfordern wur- 

JooiqTeraTcbelfmit den obenerwahnten bekannten Methoden lalit sich mit diesem Verfahren eine deutliche Ver- 
> besserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Flavonoidestern. die Umwandlungsausbeuten (sowohl fur die 
Flavonoide als auch den urspriinglich vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die Produktmtat erz,elen, wahrend 
die komplizierten, aufwendigen Aufreinigungsoperationen nach der Synthese reduziert werden 
r00171 Ein Unterschied zwischen dem erfindungsgemaften Verfahren und den bekannten Methoden des Standes 
der Technik ist die Art. in der die enzymatische Reaktion durchgefuhrt wird. was betrachtlich hohere Ausbeuten er- 
o moglicht, und die Vielzahl verschiedener Flavonoide, die eingesetzt werden konnen (sowohl glycosylierte Formen als 

roofm 9 ' D^Haupteiel der Erfindung ist es, alle der obenerwahnten Nachteile bestehender Acylierungsmethoden zu 
reduzieren und ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern vorzuschlagen. das, verghchen m.t 
den obenerwahnten bekannten Methoden, eine deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Fla- 
rs vonoidestern, die Umwandlungsausbeuten (sowohl fur die Flavonoide als auch den urspriinglich vorhandenen Acyl- 
donor) und insbesondere die Produktivitat erlaubt, wahrend die komplizierten, aufwendigen Aufreinigungsoperationen 

nach der Synthese reduziert werden. . j.. w,j, lprfl 

100191 Hierzu betrifft die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern, das dadurch 
oekennzeichnet ist, dass man in einen hierfur ausgelegten Reaktor zur Bildung eines Reaktionsmediums vorbestimmte 
20 Mengen eines Flavonoids (glycosylierte Formen und Aglyconformen) Oder Flavonoidderivats, eines Acylgruppendo- 
nors eines organischen Losungsmittels. bei dem es sich urn den Acyldonor handeln kann, und eines enzymatischen 
Katalysators einbringt, unter Bedingungen, bei denen zunachst das Reaktionsmedium auf eine Wasserkonzentrat.on 
von unter 150 mM, vorzugsweise unter 100 mM getrocknet werden kann und bei der die Konzentration an wahrend 
der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol unter einem vorgegebenen Punkt von 150 mM, vorzugsweise 100 
25 mM gehalten werden kann. Dieser vorgegebene Punkt wird durch on-line Entfernen des gebildeten Wassers und/oder 
Alkohols durch Adsorption an Molekularsieben, durch Destination oder durch Pervaporation eingehalten. Diese Reak- 
tion lalit sich im Batch-Verfahren oder auch im Fed-Batch-Verfahren mit einem oder mehreren Substraten durchfuhren. 
Beim Fed-Batch-Verfahren lalit sich das Molverhaltnis vom Flavonoid zum Acyldonor durch ein geeignetes Substrat- 
zugabeprofil wahrend der Reaktion konstant halten. Es ist somit moglich zu steuern, wie sich die Zusammensetzung 
30 des Reaktionsmediums im Verlauf der Zeit entwickelt, und somit die enzymatische Reaktion in Richtung auf eine ma- 
ximale Produktion an mono- oder multiacylierten Verbindungen zu lenken und gleichzeitig storende Reaktionen zu 
begrenzen Die so erhaltenen Flavonoidester werden abschlieBend gereinigt, indem man wenigstens enzymatische 
Partikel (beispielsweise durch Dekantieren, Filtrieren oder Zentrifugieren) und das L6sungsmittel (beispielsweise durch 
Abdatnpfen, Destillieren oder Membranfiltration) abtrennt. 
35 [00201 Die Umsetzung wird erfindungsgemali so durchgefuhrt, dass die Inhibierung bzw. 

[00211 Desaktivierung der Enzymreaktion, die man in Gegenwart hoher Konzentrationen an Flavonoiden. Acyldo- 
noren oder Wasseransammlungen beobachtet, zunachst eingeschrankt ist. Die Substrate konnen im Verlauf der Re- 
aktion graduell in kontrollierter Weise zugefuhrt werden, wodurch vermieden wird, dass Konzentrationen erreicht wer- 
den, die die Enzymreaktion hemmen wurden. 
40 [00221 Die Reaktion kann so durchgefuhrt werden, dass das FlavonoidrAcyldonor-Molverhaltnis von 0.01 bis 20,00, 
vorzugsweise von 0.02 bis 10,00, betragt. Indem man die Werte fur das Molverhaltnis im Reaktionsmedium in den 
oben angegebenen Bereichen halt, ist es moglich, entweder hohere Reaktionsgeschwindigkeiten oder maximale An- 
teile an monoacylierten Flavonoiden zu erzielen. Durch Steuerung von Art und Quantitat der im Verlauf der Ze.t zuge- 
gebenen Reagentien lalit sich das Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant halten oder kontrolliert vanieren so 
45 dass es im Verlauf der Zeit ein definiertes Variationsprofil durchlauft, sich aber dennoch wahrend der gesamten Re- 
aktion in dem obenerwahnten Wertebereich befindet. Eine Optimierung der Synthesereaktion ist durch zwischenzeit- 
liches oder kontinuierliches Abziehen wenigstens eines Bestandteils des Reaktionsmediums mfiglich. Der abgezogene 
Bestandteil/die abgezogenen Bestandteile kOnnen mOglicherweise nach Fraktionierung in den Reaktor zuruckgefuhrt 

so [0023]" Gemaft einer Ausfuhrungsform der Erfindung kann vorgesehen sein, zwischenzeitlich oder kontinuierlich das 
gesamte Reaktionsmedium abzuziehen und nach Fraktionierung einen oder mehrere Bestandteile des abgezogenen 
Mediums wieder in den Reaktor zu injizieren. 

[0024] Das zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens verwendete ReaktionsgefaR bzw. der h.erfur ver- 
wendete Reaktor ist vorzugsweise mit Vorrichtungen zur Steuerung der Temperatur. des Wasser- und/oder Alkohol- 
55 gehalts und des Drucks, mit Vorrichtungen zur Zugabe von Reagentien und mit Vorrichtungen zum Abziehen von 

Produkten versehen. inrvi ^ M a 

[00251 Wahrend des Ablaufs der Synthesereaktion wird die Temperatur vorteilhafterweise auf 20 - 100 C und der 
Partialdruck uber dem Reaktionsmedium vorteilhafterweise auf 10 mbar (103 Pa) bis 10 00 mbar (10* Pa) eingestellt. 
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ausgehend von einem auf eine Konzentration von unter 1 50 mM, vorzugsweise unter 100 mM eingestellten Ausgangs- 
wassergehalt, die Menge an Wasser und/oder Alkohol wird auf unter 150 mM, vorzugsweise unter 100 mM gehalten 
und das Reaktionsmedium wird vorteilhafterweise leicht geruhrt. 

[0026] Zum Erhalt von Zubereitungen aus hochreinen Flavonoidestern kann weiterhin vorgesehen sein, zusatzliche 
5 abschlieliende Fraktionierungsoperationen durchzufuhren, beispielsweise indem man die verbliebenen Flavonoide 
oder Fette durch Extraktion mit organischen Losungsmitteln qder superkritischen Fluiden, durch Destination bzw. mo- 
lekulare Destination, durch Ausfallen oder durch Khstailisieren abtrennt. 

[0027] Bei dem in der Erfindung verwendeten Aglyconflavonoid oder glycosylierten Flavonoid bzw. Flavonoidderivat 
kann es sich urn eine beliebige aus der von Chalcon, Flavon, Flavanol, Anthocyan und Flavanon, Flavonol, Cumarin, 

10 Isoflavonen und Xanthonen gebildeten Gruppe ausgewahlte Verbindung handeln. 

[0028] Die Acyldonorverbindung wird unter bekannten Fettsauren bzw. deren Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Butyle- 
stern ausgewahlt. Diese Fettsaure wird vorzugsweise aus der von einer geradkettigen Oder verzweigten aliphatischen 
Saure, gesattigt, ungesattigt oder cyclisch, mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, gegebenenfalls substituiert durch einen 
oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydroxyl, Amino, Mercapto, Halogen und Alkyl-S-S-alkyl beste- 

15 henden Gruppe, beispielsweise Palmitinsaure, 1 6-Hydroxyhexadecansaure, 1 2-Hydroxystearinsaure, 1 1 -Mercaptoun- 
decansaure, Thioctansaure oder Chinasaure, geradkettigen oder verzweigten aliphatischen Disauren, gesattigt oder 
ungesattigt, mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise Hexadecandisaure oder Azelainsaure, einer arylalipha- 
tischen Saure und einer davon abgeleiteten dimeren Saure, einer Zimtsaure, gegebenenfalls substituiert durch einen 
oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen bestehenden 

20 Gruppe, beispielsweise Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure), Ferulasaure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure) oder 
Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), einer Benzoesaure, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substi- 
tuenten ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxyl, Nitro, Aikyl, Alkoxy und Halogenatomen, beispielsweise Gallussaure 
(3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), Vanillinsaure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure) oder Protocatechusaure (3,4-Dihy- 
droxybenzoesaure) gebildeten Gruppe ausgewahlt. Die Fettsaureester werden vorzugsweise aus den Methyl- oder 

25 Ethylestern der obigen Verbindungen ausgewahlt. 

[0029] Die Reaktion lalit sich mit dem Acyldonor als Losungsmittel oder in einem geeigneten Losungsmittel, bei dem 
es sich urn eine beliebige organische Verbindung oder eine beliebige Mischung organischer Verbindungen handeln 
kann, in der die ausgewahlten Flavonoide bzw. Flavonoidderivate und Acyldonoren ganz oder teilweise solubilisiert 
werden, durchfuhren. So wird das/die Losungsmittel insbesondere aus den folgenden Substanzen ausgewahlt: Pro- 

30 pan-2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, Propanon, Butanon, Pentan-2-on, 1 ,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol, Dioxan, Ace- 
tonitril, 2-Methylbutan-2-ol. ferf.-Butanol, 2-Methylpropanol und 4-Hydroxy-2-methylpentanon, aliphatischen Kohlen- 
wasserstoffen wie Heptan, Hexan oder einer Mischung von zwei oder mehreren dieser Losungsmittel. 
[0030] Der verwendete enzymatische Katalysator muli naturlich den Transfer einer Acylgruppe von einem Acyldonor 
zu einem Flavonoid bzw. Flavonoidderivat bewirken und fordern und ist vorteilhafterweise eine Protease oder Lipase, 

35 z.B. aus Candida antarctica, Rhizomucor miehei, Candida cylindracea, Rhizopus arrhizus, vorzugsweise auf einem 
Trager immobilisiert. 

[0031] Im Betracht der verschiedenen obenerwahnten Merkmale kann man sich mehrere verschiedene Ausfuhrungs- 
formen der Erfindung vorstellen, insbesondere in Hinsicht auf die Art der verwendeten Reagentien und die bevorzugten 
zu erreichenden Ziele. 

40 [0032] In einer ersten Ausfuhrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfahren in einem Batch-Reaktor vor- 
stellen (beide Substrate werden in den Reaktor mit Losungsmittel und Enzym gegeben). In diesem Fall enthalt der 
Reaktor zunachst das Losungsmittel, die Gesamtmenge an Flavonoiden (im allgemeinen von 1 g/l bis 200 g/l), die 
erforderlich ist, urn die gewunschte Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an freier 
Saure als Acyldonor, die dem ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem Flavonoid/Acyldonor) (im allge- 

45 meinen von 0,01 bis 20) entspricht. Urn einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM 
zu erzielen, wird das Medium unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 
20-1 00°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mir Molekularsieben gefullten 
Saule getrocknet und anschlieliend kondensiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das Konden- 
sat uber eine zweite mit Molekularsieben gefullte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird das Enzym in loslicher Oder immo- 

50 bilisierter Form (von 1 g/l bis 100 g/l, vorzugsweise von 5 g/l bis 20 g/l) zugesetzt. Wahrend der Reaktion gebildetes 
Wasser wird uber die mit Molekularsieben gefullte Saule entfernt, indem man das Vakuum und die Temperatur im 
Reaktor entsprechend einstelit. 

[0033] In einer zweiten Ausfuhrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfahren vorstellen, bei dem Acyldonor 
und Losungsmittel wahrend der Umsetzung zugegeben werden. In diesem Fall enthalt der Reaktor zunachst das Lo- 
ss sungsmittel, die Gesamtmenge an Flavonoiden (im allgemeinen von 1 g/l bis 200 g/l), die erforderlich ist, urn die ge- 
wunschte Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an freier Saure als Acyldonor, die dem 
ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 0,01 bis 20) ent- 
spricht. Urn einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 1 00 mM zu erzielen, wird das Medium 
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unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, 
erhitzt und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mit Molekularsieben gefCillten Saule getrocknet und anschl e- 
*end kondensiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderiich wird das Kondensat uber e.ne zwerte m.t Mote- 
kularsieben gefOllte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird das Enzym in loslicher Oder .mmob.lis.erter Form von 1 g/l bis 

5 100 g/l, vorzugsweise von 5 g/l bis 20 g/l) zugesetzt. Wahrend des Ablauts der Reaktion wire I L&sungsmittel zugesetoL 
so dass ein Teil des Losungsmittels uber eine Saule mit Molekularsieben abgedampft wird. Das Wasser wird durch 
Austausch in der Dampfphase entfernt. Der Dampf wird kondensiert und in einem Auffangbehal ter gesamn* 9 |L 
Urn die L8sungsmittelmenge relativ konstant zu halten, fuhrt man wahrend der Reaktion on-..ne Acyldonor .n e.ner 
solchen Menge pro Zeiteinheit zu, dass das Molverhaltnis (von gelostem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderiichen 

10 Wert gehalten wird. Somit wird, wenn es vorteilhaft ist, dieses Molverhaltnis wahrend der Reakt.on konstant ^ fatten 
der Acyldonor mit einer Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines Verbrauchs m der Unhung 
entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs lalJt sich durch eine vorbereitende k.net.sche Untersuchung der 
eingesetzten Enzymreaktion bestimmen. Die wahrend der Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an Ac^donor 
belauft sich im allgemeinen auf von 0,01 bis 1 0 Gramm Acyldonor pro Stunde pro Gramm Enzymkatalysator .m Reaktor. 

is [0034] in einer dritten AusfOhrungsform der Erfindung kann das Syntheseverfahren auch unter Zugabe von i Flavo- 
noiden und Losungsmittel durchgefOhrt werden. In diesem Fall enthalt der Reaktor zunachst das Losungsm.ttel, die 
Gesamtmenge an freier Saure als Acyldonor (im a.lgemeinen von 1 g/l bis 500 g/l), die erforderl.ch ist. urn die ge- 
wunschte Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an Flavonoid die dem ursprung ch 
erforderiichen Molverhaltnis (von gelostem Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 1 g/l b.s 200 g/l) entspricht. Urn 

20 einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen. w,rd das ^Medium unter 
Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80 C. erhitzt, 
und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mit Molekularsieben gefullten Saule getrocknet und anschl.eftend kon- 
densiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das Kondensat uber eine zwerte m.t Molekularsieben 
gefullte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird das Enzym in I6slicher Oder immobilisierter Form (von 1 g/l bis 100 g/l, vor- 

25 zugsweise von 5 g/l bis 20 g/l) zugesetzt. . 

Wahrend des Ablauts der Umsetzung setzt man Ldsungsmittel zu und legt ein Vakuum an, so dass e.n Teil des Lo- 
sungsmittels und das gebildete Wasser abgedampft werden. Die Verdampfungsmenge wird durch eine entsprechende 
Steuerung des Vakuums und der Temperatur eingestellt. Die gebildeten Dampfe werden uber eine mit Molekularsieben 
gefullte Saule gefOhrt. Durch den Kontakt mit den Molekularsieben wird das Wasser entfernt. Nach dem Entfernen des 

30 Wassers wird der Dampf kondensiert und in einem Auffangbehalter gesammelt, urn dann spater in den Reaktor zu- 
rtickgefuhrt zu werden. Gegebenenfalls fuhrt man wahrend der Reaktion wasserfreies Losungsmittel zum Ausgle.ch 
von Verdampfungsverlusten zu und urn die L6sungsmittelmenge relativ konstant zu halten. Weiterh.n w.rd Flavonoid 
in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zugesetzt, dass das Molverhaltnis (von geldstem Flavonoid/Acyldonor) auf dem 
erforderiichen Wert gehalten wird. Somit wird. wenn es vorteilhaft ist, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion kon- 

35 stant zu halten, das Flavonoid mit einer Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines Verbrauchs in der 
Umsetzung entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs lallt sich durch eine vorbereitende kinetische Untersu- 
chung der eingesetzten Enzymreaktion bestimmen. Die wahrend der Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an 
Flavonoid belauft sich im allgemeinen auf von 0,01 bis 10 Gramm Flavonoid pro Stunde pro Gramm Enzymkatalysator 

im Reaktor. _ . _. 

40 [00351 In einer vierten AusfOhrungsform der Erfindung kann das Syntheseverfahren auch unter Zugabe von Flavo- 
noid Acyldonor und Ldsungsmittel durchgefOhrt werden. In diesem vierten Fall enthilt der Reaktor zunachst das Lo- 
sungsmittel, eine variable Konzentration an Flavonoid (vorzugsweise hdher als die Loslichkeit des Flavono.ds im Lo- 
sungsmittel) und die Menge an freier Saure als Acyldonor, die dem ursprunglich erforderiichen Molverhaltnis (von 
gelostem Flavonoid/Acyldonor) entspricht. Urn einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 

45 1 00 mM zu erzielen, wird das Medium unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur 
von 20-1 00°C vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mil Molekularsieben 
gefullten Saule getrocknet und anschlieftend kondensiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das 
Kondensat uber eine zweite mit Molekularsieben gefullte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird das Enzym .n losl.cher Oder 
immobilisierter Form (von 1 g/l bis 100 g/l, vorzugsweise von 5 g/l bis 20 g/l) zugesetzt. Wahrend des Ablauts der 

so Umsetzung setzt man Losungsmittel zu und legt ein Vakuum im Bereich von 10-500 mbar, vorzugswe.se 100-250 
mbar an Zum Entfernen des Wassers werden die gebildeten Dampfe uber eine Saule mit Molekularsieben gefuhrt. 
Der Dampf wird kondensiert und in einem Auffangbehalter gesammelt. Gegebenenfalls fuhrt man wahrend der Reak- 
tion wasserfreies Losungsmittel zum Ausgleich von Verdampfungsverlusten zu und urn die Losungsmittelmenge relahv 
konstant zu halten. Weiterhin wird Flavonoid in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zugesetzt, dass das Molverhaltnis 

55 (von gel6stem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderiichen Wert gehalten wird. 

Ist es vorteilhaft, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, so setzt man Flavonoid und Acyldonor 
in Mengen pro Zeiteinheit zu, die jeweils der Geschwindigkeit ihres Verbrauchs in der Umsetzung entsprechen; diese 
Verbrauchsgeschwindigkeiten lassen sich durch eine vorbereitende kinetische Untersuchung der eingesetzten En- 
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zymreaktion bestimmen. 

[0036] In einer funften Ausfuhrungsform der Erfindung kann das kontinuierliche Synth eseverf ah ren alternativ unter 
Zugabe und Abziehen von Flavonoid, Acyldonor und/oder Losungsmittel und moglicherweise Enzymkatalysator durch- 
gefuhrt werden. In diesem funften Fall enthalt der Reaktor zunachst das Losungsmittel, eine variable Konzentration 

5 an Flavonoid (vorzugsweise hoher als die Loslichkeit des Flavonoids im Losungsmittel) und die Menge an freier Saure 
*«* als^cyldonor, die dem ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem Flavonoid/Acyldonor) entsgricht. Urn 
eirien festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium unter 
Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, 
und die erzeugte Dampfmischung wird in einer mit Molekuiarsieben gefullten Saule getrockhet und anschliefiend kon- 

10 densiert und in den Reaktor zuruckgefuhrt. Falls erforderlich wird das Kondensat uber eine zweite mit Molekuiarsieben 
gefullte Saule zuruckgefuhrt. Dann wird das Enzym in loslicher Oder immobilisierter Form zugesetzt. Wahrend die 
Umsetzung stattfindet, werden kontinuierlich Oder zwischenzeitiich Substanzen aus dem Reaktionsmedium abgezo- 
gen. Liegt das Enzym in immobilisierter Form vor, so kann es im Reaktor zuruckgehalten werden. Nach der Trennung 
kann man das Losungsmittel und moglicherweise das Flavonoid und/oder den Acyldonor in den Reaktor zuruckfuhren. 

is Wahrend der Reaktion wird wasserfreies Losungsmittel zugesetzt, so dass Verluste durch Verdampfen und Abziehen 
ausgeglichen werden, und es ist weiterhin moglich, Flavonoid und Acyldonor zuzusetzen, in solchen Mengen pro 
Zeiteinheit, dass das Molverhaltnis dieser beiden Bestandteile auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. Das Wasser 
wird wie oben beschrieben durch Molekularsiebe entfernt. Nach dem Entwassern wird das verdampfte Losungsmittel 
kondensiert und wieder in den Reaktor zuruckgefuhrt. Ist es vorteilhaft, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion 

20 konstant zu halten, so werden Flavonoid und Acyldonor in Mengen pro Zeiteinheit zugesetzt, die ihren jeweiligen 
Verbrauchsgeschwindigkeiten in der Umsetzung und ihren jeweiligen Abzugsgeschwindigkeiten entsprechen. 
[0037] Bei einer sechsten Ausfuhrungsform fuhrt man die Umsetzung wie oben durch, ersetzt jedoch die freie Saure 
als Acyldonor durch ihren Methyl-, Ethyl-, Propyl- Oder Butylester, vorzugsweise ihren Methyl- Oder Ethylester. Der 
gebildete Alkohol wird auf die gleiche Weise wie oben entfernt. 

25 [0038] In einer siebten Ausfuhrungsform wird der Acyldonor als Losungsmittel verwendet. 

[0039] In einer achten Ausfuhrungsform wird im Medium vorhandenes bzw. vorhandener und/oder wahrend der 
Umsetzung gebildetes bzw. gebildeter Wasser und/oder Alkohol durch eine Pervaporationsmembran entfernt, in der 
Dampf- oder Flussigphase. 

30 Beispiele 

Beispie! 1: 

[0040] Die Rutinmonopalmitatsynthese wurde in einem 250-ml-Batch-Reaktor unter Verwendung von Candida an- 
35 farcf/ca-Lipase (Novozym 435) durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich urn eine auf einem makroporosen Acrylharz im- 
mobilisierte Lipase. Die Lipase wird mit einer Aktivitat von 7000 PLE x g- 1 (Propyllauratsynthese), einem Wassergehalt 
von 1-2 Gew.-% und einem enzymatischen Proteingehalt im Bereich zwischen 1 und 10 Gew.-% geliefert. 
[0041] Fur diese Synthese wurden 0,75 g (1 ,2 mmol) Rutin, 0,315 g (1 ,2 mmol) Palmitinsaure und 250 ml terf.-Amyl- 
alkohol verwendet. Das Medium wurde unter Vakuum (150 mbar) auf 60°C erhitzt, und der gebildete Dampf wurde 
40 uber eine auf 60°C erhitzte und mit 50 g Molekuiarsieben gefullte Saule geleitet. Das vorhandene Wasser wurde also 
in der Gasphase entfernt, was sehr viel effektiver ist als in der Flussigphase. Der entwasserte Dampf wurde kondensiert 
und uber eine zweite Saule, die mit der gleichen Menge an Molekuiarsieben gefullt war, in den Reaktor zuruckgefuhrt. 
Durch diese Vorgehensweise war es moglich, nach 6 h einen Ausgangswassergehalt von unter 100 mM zu erhalten 
und die Substrate zu solubilisieren. Dann wurde das Enzym (2,5 g) zugesetzt. Die Umsetzung wurde bei 60°C unter 
45 Vakuum (150 mbar) durchgefuhrt, und das gebildete Wasser wurde auf die gleiche Weise wie zur ursprunglichen 
Trocknung entfernt, wodurch dessen Konzentration auf unter 100 mM gehalten wurde. 

[0042] Diese Konzentration lafit sich durch eine entsprechende Einstellung des Vakuums und Kuhlen des Kuhlers 
variieren. Die untersuchten Drucke schwanken zwischen 10 und 700 mbar, und die Temperatur des Kuhlers zwischen 
-20 und 5°C. Durch diese Vorgehensweise ist es moglich, die Wasserkonzentration im Reaktor auf zwischen 10 und 
50 400 mM einzustellen. 

[0043] Nach 48 Stunden Umsetzung zeigte die Produktanalyse durch HPLC, dass die Umwandlungsausbeuten fur 
die beiden Substrate etwa 90% betrugen. 

[0044] Am Ende der Reaktion wurde das Enzym durch Filtrieren wiedergewonnen. Das Medium wurde dann durch 
Abdampfen des Losungsmittels konzentriert. Zum Eliminieren von Substratresten wurden zwei Extraktionssysteme 
55 eingesetzt. Zum Entfernen der Palmitinsaure wurde eine Mischung von Acetonitril/Heptan (3/5, v/v) verwendet, wah- 
rend das Rutin durch Extraktion mit Wasser/Heptan (2/3, v/v) abgetrennt wurde. 
[0045] Die Struktur des Produkts wurde durch 1 H-NMR-Analyse bestatigt. 

1 H-NMR: (400 MHz, DMSO-d 6 ): 8 0,8 (t, 3H), 1 (d, 3H), 1,25 (m, 24H), 1,45 (m, 2H), 2,1 (m, 2H). 3,1-3,6 (breit, C-H 
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Zucker), 3,7 (d, 1H), 4,45 (s, 1H). 4,65 (t, 1H), 5,3 (breit, OH Zucker), 5,1 (breit, OH Zucker), 5,45 (d, 1 H), 6,2 (s, 1 
H), 6,4 (s, 1H), 6,8 (d, 1H), 7,6 (m, 2H), 12,6 (s, 1H, C 5 -OH) ppm 

Beispiel 2: 

[0046] Die Acylierung von Hesperidin (0,75 g, 1,2 mmol) mit Palmitinsaure (0,315 g, 1,2 mmol) wurde wie oben 

beschrieben durchgefuhrt. . 
[0047] Die HPLC-Analyse zeigte, dass nach 48 Stunden 95% des Acyldonors verbraucht waren. Durch die gleicne 
Aufreinigungsvorschrift wie oben konnte mittels Fliissig-Flussig-Extraktion das Hesperidinmonopalmitat gewonnen 
werden. Die Struktur dieses Hespehdinesters wurde durch 1 H-NMR-Analyse bestatigt. 

1H-NMR: (400 MHz, DMSO-d 6 ): 6 0,83 (t, 3H), 1,0 (d, 3H), 1,05 (breit, 24H), 1,20 (m, 2H), 2,25 (m, 2H) 3,4-3,6 ^(brert, 
C-H Zucker), 3,8 (s, 3H), 4,15 (s, 1H), 4,58 (s, 1H), 4,75 (m, 2H), 5,0 (m, 1H), 5,18 (dd, 1H), 5,4 (d, 1H), 5,48 (d, 1H), 
6,14 (m, 1H). 6,18 (s, 1H). 7,0 (m, 3H), 9,15 (s. 1H), 12,05 (s, 1H) ppm 

Beispiel 3: 

[0048] Die Acylierung von Esculin (0,75 g, 2 mmol) mit Palmitinsaure (0,523 g, 2 mmol) wurde wie in Beispiel 1 
beschrieben durchgefuhrt. 

[0049] Die Flussigchromatographieanalyse zeigte, dass nach 48 Stunden 80% des Acyldonors verbraucht waren. 
Durch die gleiche Aufreinigungsvorschrift wie oben konnte mittels Fliissig-Flussig-Extraktion das Esculinmonopalmitat 
gewonnen werden. Die Struktur dieses Esculinesters wurde durch 1 H-NMR-Analyse bestatigt. 
1H-NMR- (400 MHz, DMSO-d 6 ): 8 0,8 (t, 3H), 1,15 (breit, 24H), 1,4 (m, 2H), 2,25 (m, 2H), 3,2 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 
4,1 (dd, 1H), 4,35 (d, 1H), 4,85 (d, 1H), 5.25 (s, 1H), 5,35 (d, 1H), 6,2 (d, 1 H), 6,8 (s, 1H), 7,3 (s, 1H), 7,85 (d, 1 H) ppm 

Beispiel 4: 

[0050] Die Acylierung von Quercetin (0,75 g, 2,2 mmol) mit Palmitinsaure (0,568 g, 2,2 mmol) wurde wie in Beispiel 
1 beschrieben durchgefuhrt. 

[0051] Die Analyse durch Flussigchromatographie zeigte, dass nach 72 Stunden jeweils 50% der beiden Substrate 
verbraucht waren. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestern und -derivaten, bei dem man 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein organisches Losungsmittel, ein glycosyliertes Flavonoid Oder 
Aglyconflavonoid, einen Acylgruppendonor und einen enzymatischen Katalysator, 

b) wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder Acyldonor zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das Losungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder Alkohol 
so gesteuert wird, dass sie unter 150 mM gehalten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wahrend der Reaktion gebildetem 
Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie unter 100 mM gehalten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von Flavonoid zu Acyldonor im Re- 
aktionsmedium so eingestellt ist, dass es wahrend des Verfahrens im Beretch von 0,01 bis 20,00 liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von Flavonoid zu Acyldonor im Re- 
aktionsmedium so eingestellt ist, dass es wahrend des Verfahrens im Bereich von 0,02 bis 10,00 liegt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , bei dem man weiterhin dem Reaktionsmedium kontinuierlich Oder zwischenzeitlich 
weitere Mengen an wenigstens einem Flavonoid in fester Form Oder in Form einer flussigen Losung, Losungsmittel, 
enzymatischem Katalysator in loslicher Oder immobilisierter Form und Azyldonorverbindung alleine Oder solubili- 
siert im Losungsmittel zusetzt. 
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6. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder kontinuieriich wenigstens einen Be- 
standteil des Reaktionsmediums abzieht und diesen wenigstens einen abgezogenen Bestandteil nach Fraktionie- 
rung wieder in den Reaktor zuruckfuhrt. 

5 ' 7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder kontinuieriich das gesamte Reaktions- 
medium abzieht und nach Fraktionierung einen oder mehrere Bestandteile des abgezogenen Mediums wieder in 
den Reaktor injiziert. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei wahrend der Reaktion die Temperatur auf 20-1 00°C eingestellt wird, der Par- 
10 tialdruck uber dem Reaktionsmedium auf 1 0 mbar bis 1 000 mbar eingestellt wird und das Reaktionsmedium geruhrt 

wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , bei dem man weiterhin verbliebene Flavonoide oder verbliebenen Acyldonor durch 
Extraktion mit organischen Losungsmitteln oder superkritischen Fluiden, durch Destination, durch Kristallisation, 

15 durch Adsorption oder durch Ausfallen eliminiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin die dargestellten Flavonoidester durch Ausfallen oder chro- 
matographische Trennung fraktioniert. 

20 11. Verfahren nach Anspruch 1 , bei dem das Flavonoid ausgewahlt ist aus der Gruppe. die gebildet wird von Chalcon, 
Flavon, Flavonol, Flavanon, Anthocyan, Flavanol, Cumarin, Isoflavon und Xanthon. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Acyldonorverbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird von 
geradkettigen oder verzweigten aliphatischen Sauren, gesattigt, ungesattigt oder cyclisch, mit bis zu 22 Kohlen- 
stoffatomen, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydro- 
xy!, Amino, Mercapto, Halogen und Alkyl-S-S-alkyl bestehenden Gruppe, beispielsweise Palmitinsaure, 16-Hy- 
droxyhexadecansaure, 1 2-Hydroxystearinsaure, 1 1 -Mercaptoundecansaure, Thioctansaure oder Chinasaure, ge- 
radkettigen oder verzweigten aliphatischen Disauren, gesattigt oder ungesattigt, mit bis zu 22 Kohlenstoffatomen, 
beispielsweise Hexadecandisaure ode Azelainsaure, einer arylaliphatischen Saure und einer davon abgeleiteten 
dimeren Saure, einer Zimtsaure, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt 
aus der aus Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen bestehenden Gruppe, beispielsweise Kaffeesaure 
(3,4-Dihydroxyzimtsaure), Ferulasaure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure) oder Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), 
einer Benzoesaure, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der Grup- 
pe Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen, beispielsweise Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), 
Vanillinsaure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure) oder Protocatechusaure (3,4-Dihydroxybenzoesaure), oder de- 
ren Methyl-, Ethyl-, Propyl- Oder Butylestern. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das organische Losungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird 
von Propan-2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, Propanon, Butanon, Pentan-2-on, 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol, 

40 Dioxan, Acetonitril, 2-Methylbutan-2-ol, terf.-Butanol, 2-Methylpropanol und 4-Hydroxy-2-methylpentanon, alipha- 

tischen Kohlenwasserstoffen wie Heptan und Hexan und Mischungen aus mindestens zwei dieser Komponenten. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich bei dem organischen Losungsmittel urn den Acyldonor handelt. 
45 15. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der enzymatische Katalysator eine Protease und/oder Lipase umfafit. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Protease und/oder Lipase auf einem Trager immobilisiert ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gasoder Flussigphase durch Moleku- 
50 larsiebe aus dem Medium entfernt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gasoder Flussigphase durch Perva- 
poration aus dem Medium entfernt wird. 
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